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NOVELTY - Preparation of (R)- or (S) -8-chloro-6-hydroxyoctanoic acid 
esters (I) involves biocatalytic reduction of the corresponding 
8-chloro-6-oxo-octanoic acid esters (II) . 

DETAILED DESCRIPTION - Preparation of (R) - or (S) -8-chloro-6- 
hydroxyoctanoic acid esters (I), of formula (R)-(I) or (S)-(I) 
respectively, involves reduction of the corresponding 8-chloro-6-oxo- 
octanoic acid esters of formula (II) using a bio-catalyst. 
r = 1-4C alkyl. 

USE - (I) are intermediates for alpha -lipoic acid, which is useful 
in the treatment of diabetic polyneuropathy or acute or chronic liver 
diseases. In particular (R)- or (S)-(I) is useful as a chiral intermediate 
in the asymmetric synthesis of the natural (R) - (+) -enantiomer of alpha 
-lipoic acid, in which all of the biological activity is found. 

ADVANTAGE - The (R) - or (S ) -enantiomer of (I) can be prepared with 
high enantio-selectivity, despite the absence of sterically or 
electronically very different groups on both sides in the alpha - or beta 
-positions to the oxo group of (II) (usually necessary for a high level of 
asymmetric induction) . Either enantiomer can be prepared in high yield and 
enantio-selectivity by choice of the biocatalyst, i.e. by using Geotnchum 
candidum to give (R)-(D or Mucor racemosus to give (S) - (I ). Typically (R)- 
or (S)-(I) can be prepared in an optical yield of 70-95%. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingerefchten Untar logon entnomman 

® Verfahren zur enantloseiektiven Reduktion von 8-Chlor-6oxo-octansaurealkylestern 

@ Die Erfindung bBtrifft ein Verfahren zur Herstellung von 
(R)- bzw. (S)-8-Chior-6-hydrDxy-octansBurealkylestern der 
allgemefnen Formel (R)-ll odar (S)-ll, 
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worin R die Bedeutung C^-Atkyl hat, aus 8-Chlor-6-oxo- 
octansaurealkylestern der allgemeinen Forme! I f 
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worin R die obige Bedeutung hat. 
Die Herstellung der gewunschten Enantiomeren erfolgt 
biokatalytisch in einer enantioseiektiven Reduktion, wo* 
bei wahlwelse die Stamme Mucor racemosus fOr <S)-II- 
Verblndungen und Geotrlchum candldum fur (R)-ll-Ver- 
bindungen eingesetzt warden. 

Die erhaltenen Ester konnen in bekannter Weise stereo- 
spezifisch zu (R)-a-Uponsaure umgesetzt werden. 
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Beschreibung 
Anwendungsgebiet der Erfindung 

5 [0001] Die vorliegende Erfindung betriift ein neues biokatalytisches Verfahren zur enantioseLektiven Reduktion von 
prochiralen 8-Chlor-6-oxo-octansaureaikylestexn der Fonuel I wahLweise mit Hilfe der Stamme Mucor racemosus bzw. 
Geotrlchum candidum zum entsprechenden (S)- bzw. (R)-Enantiomer der Reaktionsprodukte. Nach Bildung des Chira- 
litatszentrums kann in bekannter Weise die weitere stereospezifische Umsetzung zu (R)-a-Liponsaure erfolgen 
(DE 195 33 881). Ais Racemat wird ct-Liponsaure yor allem zurBehandlung der diabetischen Neiiropalnie sowie akuter 

10 und chronischer Lebererkrankungen eingesetzt. Da ausschliefilich das naturiiche (R)-(+)-Enantiomer die biologische 
Aktivitat aufweist, ist die asymmetrische Synthese dieses reinen Naturstoffes von grofier Wichtigkeit. 



Charakteristik des bekannten Standes der Technik 

15 [0002] Die Verbindungen I sind bekannt und dienen als Zwiscbenprcxiukte der groBtechnischen Herstellung von race- 
mischer Thioctsaure (M. W. BuUock et aL, J. Am. Chem. Soc. 1954, 76, 1828). 

[0003] Fur die Herstellung der enantiomerenieinen (R)-a-Iiponsaure werden sowohL chemische Syntheseverfahren, 
aber auch Verfahren mit biokatalytischen leilstufen in der Literatur beschrieben (Obersichtsartikei: J. S. Yadav et aL, J. 
Sci. Ind. Res. 1990, 49, 400). Chemische asymmetrische Syntheseverfahren benotigen in derRegel kostenintensive und 
20 komplizierte Ausgangsverbindungen, da z. B. die Moglichkeiten des Einsatzes der enantioselektiven Chemokatalyse an 
bestimmte elektronische und sterische Strukturmerkmale gebunden sind. 

[0004] Bei den Hers tellungs verf ahre n mit biokatalytischen Tbilstufen werden zum einen Enzympraparationen von Li- 
pasen und Oxydoreductasen und zum anderen Hefe eingesetzt. 

[0005] Die bekannten lipasekatalysierten Verfahrensstufen (Y. R. Santosh Laxmi und D. S. Iyengar, Synthesis, 1996, 
25 594; N. W. Fadnavis und K. Koteshwar, Tenahedron: Asymmetry 1997, 8, 337; N. W. Fadnavis et al„ Tfetrahedron: 
Asymmetry 1998, 9, 4109; S. Lee und Y. Aim, J. Korean Chem. Sc. 1999, 43, 128) beruhen auf der Enantioselekrivitat 
der Esterspaltung zur Erzielung einer hohen Enantiomerenreinheit. Dabei werden racemische Gemische vorgelegt. Die 
biokataiytische Reaktion kann nur max. 50% des racemischen Gemisches zur Gewinnung der enantiomerenreinen \fer- 
bindung nutzen. Das verbleibende unerwunschte Enantiomer muB entweder verworfen werden oder iiber aufwendige 
30 Reaktionsstufen zu einem racemischen Gemisch zuriickverwandelt werden. 

[0006] Verfahren mit Monooxygenasen (B. Adger et aL, Bioorg. Biomed Chem. 1997, 5, 253) benotigen kosteninten- 
sive Cofaktoien, wie NADH oder NADFH oder kostenintensive Cofactorrecyclingsysteme. 

[0007] Fur Hefe (Saccharomyces ceievisieae) sowie Pilze der Gattungen Mucor und Geotrichum ist bekannt, daB sie 
zur biokatalytischen Umsetzung von Intermediaten fahig sind. 
35 [0008] Hefe wird bereits seit langer Zeit in Reduktionsreaktionen von p-Ketoestem, der Esterspaltung und anderen 
Synthesen als Biokatalysator eingesetzt (Ubersichtsartikel: S. Servi, Synthesis 1990, 93,1). 

[0009] Fur Mucor-Arten (z. B, Mucor nriehei und Mucor javanicus) sind insbesondere Reaktionen zur enantioselekti- 
ven Esterspaltung beschrieben, Wahrend Mucor racemosus nur in Bezug auf die Reduktion von Tbtramethylcyclohexan- 
dion (J. d'Angelo et aL, J. Org. Chem. 1986, 51, 40) erwahnt wind, ist fur Geotrichum candidum die biokataiytische Re- 

40 duktion von £-Keto-Estem beschrieben (B. Wipf et aL Helv., Chim. Acta 1983, 66, 485). 

[0010] Alle bisher bekannten Verfahren mit Hefe (A. S . Gopalan and H. & Hollie, Tetrahedron Lett. 1989, 30, 5705; L. 
Dasaradhi et aL, J. Chem. Soc., 1990, 729; M. Bezbarua et aL, Synthesis, 1996, 1289; DE40 37 440) bzw. Geotrichum 
candidum (B. Wipf et aL, Helv. Chim. Acta 1983, 66, 485) vermogen nicht, Zwischenprodukte mit sauerstojHreien, klei- 
nen Liganden in (^Position zum Reaktionszentrum enantioselektiv zu den entsprechenden S- bzw. R-Enantiomeren um- 

45 zusetzen. Statt des sen werden iiber aufwendige Zwischenstufen groBe, sauerstoffhaitige liganden in (^Position zur 
Keto-Gruppe emgefiihrt, die dann eine enantioselekrive Umsetzung moglich machen. 

[0011] In der hier beschriebenen Losung wird gegenuber den bekannten Synthesen mit Ausgangsverbindungen gear- 
beitet, die nur sehr kleine Liganden in otr oder p-Stellung zur Xetogruppe tragen und trotzdem mit hoher Enantioselekri- 
vitat umgesetzt werden. 

50 [0012] Die hier dargesteilte Losung war gegenuber dem bekannten Stand der Technik besonders uberraschend, da K. 
Nakamura et al.,Tetrahedron Letters 29, 2453-4, 1988 beschreiben, dass nur Esterfunktionen und nicht Chloratome in 
Nachbarstellung zum Reaktionszentrum von Dehydrogenasen erkannt werden und zu enantioselektiven Umsetzungen 
fiihren. 



55 Darlegung des Wesens der Erfindung 

[0013] Der Erfindung lag deshalb die Auf gabe zugrunde, unter Ausnutzung von bekannten Synthesebausteinen ein ein- 
facheres und wirtschafnicheres Verfahren fur die asymmetrische Induktion innerhalb der (R)-a-Liponsaure-Synthesese- 
quenz auf biokatalytischer Grundlage zu finden. 
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C ^Ih, H ^ ^.^^P^hiraien 8-Chlor-6-oxo-octansaurealkylester Somel I w^rki Rft^ 
[0015] Als besonders gecignet hat sich S-Chlor-e-oxo^ctansauremethylester enwesen. 

S q ° 16 «\anttosclekt>ve Reduktion prochiraler Verbindungcn zum (R)-Enantiomer der Funnel <RVH erfblst mi, 

SEEK ^^^y' 1 "^"!™^^^ Pam«l (RHI OMridnn .aridum 
tomicben Wantage .anuria. SAuuKlteiiK mgezom wW. Mr Sfctator^, Si 

10020] Nach AbschluB der Biotransformation wird die Biomasse abzentriiuriert und Her TiJLhZ^^ 

52l£2S2S££r rac °° oa " «•* 137751 — * — * * 

[0022] Das Rohprodukt cnthalt Anteile von (S)-8-Chlor-6-hvdroxv-octan R aum rter ^rm.i r<5s tt m tr* j. 

Ausfiihningsbeispiele 
Bcispiel 1 

auf einem Rundschutticr (190 rpm) inkubiert. 10% dieser Voikultur werdeo in 100 ml SMG Medium (20 A gSosc, 
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3 gA (NH4) 2 S0 4 , 4 g/^K>4,0,5 g/l MgS0 4 , 0,2 g/lNaCl, 0,2 g/L Hefeextrakt, 3 nJPllL, x 6 H 2 0, 3 mg/l CaCl 2 x 2 
H 2 0, 0,4 mg/l MnSO^H^O, 0,5 rng/l ZnS0 4 x 7 H 2 0 und 0,05 mg CuS0 4 x 5 H 2 0) uberfuhrt und weitere 3 Tagc bei 
24°Ckultiviert. 

[0025] Die erhaltene Biomasse wild abzentrifugiert und in 100 mi gepufferte waBrige Losiing (50 cnmoi Na-Phosphat- 
5 puffer, pH 6,5) mit 5 g/1 Glukose uberfuhrt 0,5 g 8-Chlor-6-oxo-octansauremethylester werden in 2 ml Ethanol gelost 
und dern Biotransformationsansatz zugesetzt. Nach 24 h wird die Biomasse abgetrennt und das Medium zweimal mit je 
50 ml Ethylacetat ausgeschiittelt. Die Extrakte werden vereinigt und das Losungsmittei am Rotadonsverdampfer abge- 
zogen. Der Riickstand wild mit 10 nil Methanol aufgenommen und nach Zusatz von 0,04 ml konz. HCl 1 Stunde am 
RuckfluB erhitzt Danach wird das Losungsmittei abdestilliert. Nach saulenchromatographischer Reinigung (Xieseigel, 
10 Ethylacetat/Hexan = 3 : 1) des Riickstandes erh'all man 0,33 g (66%) (S)-8-Chlor~6-hydroxy-octansauremethylester mit 
einem EnanuomerenuberschuB von 92% (chirale GC). 

Beispiel 2 

15 [0026] Der Stamm Geolrichum candidum (DSM 13776) wird auf einem Sabouraud-Agar bei 24°C angezogem 100 ml 
YPD-Nahrlosung (1% Hefeextrakt, 2% Pepton und 2% Glukose) wird mit einer Impfose beimpft und fur 3 Tage bei 24°C 
auf einem Rundschutder (190 rpm) inkubiert 10% dieser Vorkullur werden in 100 ml SMG-Medium (20 g/l Glukose, 
3 g/l (NIL^SOa, 4 g/l KH 2 P0 4 , 0,5 g/l MgS0 4 , 0,2 g/l Nad, 0,2 gA Hefeextrakt, 3 mg/l FeCl 3 x 6 H 2 0, 3 mg/l CaCl 2 x 
2 H 2 0, 0,4 mg/l MnS0 4 x H 2 0, 0,5 mg/l 2nS0 4 x 7 H 2 0 und 0,05 mg CuS0 4 x 5 H 2 0) Uberfuhrt und weitere 3 Tage bei 

20 24°Ckultiviert 

[0027] Die erhaltene Biomasse wird abzentrifugiert und in 100 ml gepufferte wassrige Losung (50 mmol Na-Phos- 
phatpuffer, pH 6,5) mit 5 g/l Glukose uberfuhrt 0,5 g 8^hior-6-oxo-octmisauremethylester werden in 2 ml Ethanol ge- 
lost und dem Biotransformationsansatz zugesetzt. Nach 24 h wird die Biomasse abgetrennt und das Medium zweimal mit 
je 50 ml Ethylacetat ausgeschiittelt. Die Extrakte werden vereinigt und das L6sungsnrittei am Rotadonsverdampfer ab- 
25 gezogen. Der Riickstand wird mit 10 ml Methanol aufgenommen und nach Zusatz von 0,04 ml konz, HCl 1 Stunde am 
Ruckfluss erhitzt Danach wird das Losungsmittei abdestilliert. Nach saulenchromatographischer Reinigung (Kieselget 
Ethylacetat/Hexan = 3:1) des RUckstandes erMlt man 0,31 g (62%) CR)~8-CMor-6-hyaroxy-octansauremethylesterinit 
einem Enantiomerenuberschuss von 88% (crnrale GC). 

30 Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung von (R)-8^hlor-6-hydroxy-cctansaureaikylestem der Formel (R>E aus 8-Chlor-6- 
oxo-octansaurealkylestern der Formel I, 

o 

o 
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OR 




OR 



(R)-ll 



worm R jeweils die Bedeutung Ci^-Alkyl hat, dadurch gekennzeichnet dass man die Reaktion mitteis eines Bio- 
katalysators durchruhrt 

45 2. verfahren zur Herstellung von (S)-8-Chlor-6-hydroxy^ctansauralkylestern der Formel (S)~H aus 8-Chlor-6- 

oxo-octansaurealkylestem der Formel I, 
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(S)-ll 



worin R jeweils die Bedeutung Ci_4-Alkyl hat, dadurch gekennzeichnet, dass man die Reaktion mitteis eines Bio- 
katalysators durchruhrt 

3. Verfahren nach den Anspruchen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet dass man als prochirale Ausgangsverbindung 
8-Chlor-6-oxoH3Ctarisauremethylester einsetzL 
60 4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dass man als Biokatalysator einen Stamm der Spezies 

Geotrichum candidum einsetzt 

5. Verfahren nach Anspruchen 1 und 4, dadurch gekennzeichnet dass man Geotrichum candidum mit dem speziel- 
len Stamm (DSM 13776) einsetzt 

6. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man als Biokatalysator einen Stamm der Spezies Mu- 
ss cor racemosus einsetzt. 

7. Verfahren nach Anspruchen 2 und 6, dadurch gekennzeichnet dass man Mucor racemosus mit dem speziellen 
Stamm (DSM 13775) einsetzt 

8. Verfahren nach Anspruchen 1, 2, 4-7, dadurch gekennzeichnet dass man fur die biotechnologische Produknon 
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ein vollsynt hetisc hes Medium benutzt, das eine Kohlenstoffquelle, due ajjgfctLSche Stickstoffquelie sowie wei- 
tere Nahrsaj^fctiialt. 

9. Verfahre^^B Anspriichen 1-8, dadurch gekennzeichneL, dass im Verfab^ranfallendc (R>8-Chlor-6-hydroxy- 
octansaure derrormel (R)-II oder (S)-8-Chlor-6-hydroxy-octansaure der Foimel (S)-II, woiin R jeweils die Bedeu- 
tung Wasserstoff hat, durcfa Veresterung in bekannter Weise zu dem Alkylester der Forrnel (R)-II oder (S)-EL worin 
R jeweils Ci_4-Alkyl bedeutet, umgesetzt wird 
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